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悪性新生物とならぴ,わが国の主な死亡原因である
心および脳血管疾患の確定診断のために,血管造影検
査や造影CT検査などの画像診断が高頻度に行われる.
これら画像診断においてヨー ド造影剤 は必要不可欠な
体内診断薬であり,本邦のみならず,全世界で一般的
に使用されている薬剤の 1つであるL).しかし,ヨー ド
造影剤は造影剤腎症と呼ばれる急性の腎障害を起こす
ことが知られており,臨床現場における大きな問題の
1つである2･3).造影剤腎症は,一般に｢造影剤投与後48
時間以内に生じた血清クレアチニン値の25%以上の上
昇｣と定義されている2･3)｡その発症率はおよそ10%で,
通常 1週間程度で回復する可逆的な障害であるが,糖
尿病,心不全,高齢者,または既に腎障害を患ってい
る患者ではその発症頻度が50%にまで上昇し,不可逆
的な腎不全に陥るケースもある35).造影剤腎症は,院
内発症の腎疾患のうち3番目に多く,在院目数の延長
や院内死亡率の増加,長期予後の悪化をもたらす6).そ
のため,造影剤腎症は,患者のQOLの低下のみならず,
入院延長に伴う医療費増大の面でも解決されるべき問
題である.
造影剤腎症の発症機序はいまだ明確に解明されてい
ない.フリーラジカルの関与や糸球体血管内皮細胞の
x城西大学薬学部
障害,腎髄質の酸素低下による腎血流量の低下,ある
いは尿細管細胞への直接的な傷害が考えられてい
る7-皇)-.近年,その予防に抗酸化作用を有する八Lacetyl-
cysteine(NAC)が有効であるという臨床結果が報告さ
れた2∴与.M 2).しかし,その-:jJでNACには明らかな予
防効果が望めないとする報告もある1315)
当研究室では,ヒトの臨床試験において造影剤腎症
に対するNACの予防効果は糖尿病で最も高いことを
報告しているtfi).そこで本研究では,造影剤腎症の臨
床所見に近い条件のモデルラットの作製を試み,造影
剤腎症に対するNACの効果を検討した.すなわち,ス
トレプ トゾトシン誘発性 1型糖尿病モデルラットを作
製し,インスリン投与により,長期間飼育することで
腎機能を悪化させたラットに,造影剤 のイオへキソー
ルを投与した後の腎機能の変化とそれに対するNAC
の予防効果を調べた.
び方法
1.材 料
日 試 薬
Ⅳ-acetyl-L-CySteineを和光純薬工業株式会社(大
阪)か ら,ス トレプ トゾ トシン(STZ)をCalbiochem
(CA,USA)から,オムニパークr{(イオへキソール)を
第 --三 共 株式会社(東京)から,レベ ミル王{(インスリン
デテ ミル(遺伝子組み換え))をノボ ノルデ ィスク
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表1 Contro暮群およびIからⅢ群の群分け
Groups STZ(intravenousadministration【1ntOtlVen) Ⅰnsulin(subcutaeOLlSadmiiration) Feedingperiod
C()ntro1 Citricbufer* - 6weeks(n-4)10W 二 64 5
Ⅰ 60mg′/kg - 6weeks(n-13)
Ⅲ 60mg/kg 2units/■eVeryotherday 10weeks(n-24)
*:STZの代わりにクエン酸緩衝液を投写し,ⅠからⅢ群と同期間飼育した.
表2 ⅠからⅢ群のサブグループと薬剤投与条件
SubgroLlpS NAC(peroraladministratio工1) Omnipaque'](.(htraVenOuSadministrtiolintoい ugLl Vein)
Atonetime Totaldose
A Saline Saline Saline
B Saline Saline 6mL/kg
C 20mg/kg 80mg/ノ~kg 6mL′/kg
ファーマ株式会社(東京)から,ソムノペンチルf{(ペン
トバルビタールナ トリウム)を共立製薬株式会社(東
京)から購入した.その他の試薬および溶媒は市販の
特級品を用いた.
2)測定キット
ラボアッセイTMクレアチニンおよびマイクロTP-チ
ストワコ-を和光純薬工業株式会社(大阪)から,NAG
テス トシオノギを塩野義製薬株式会社(大阪)から購入
した.
2.動 物
SD系雄性ラット(4過齢)をエスエルシー株式会社
(静岡)から購入した.ラットを室温23±2℃,湿度55
±10%,明暗サイクル12時間(7:00-19:00)の飼肴
室で自由摂食および自由飲水できるように飼育した.
本研究におけるラットを用いたすべての実験は,城西
大学動物実験規定に従い,城西大学全学動物実験管理
委員会の承認を得て行った.
3.糖尿病モデル動物の作製法
4過齢の ラッ トの尾静脈 よ りクエ ン酸緩衝液
(pH4.7)に溶解 したSTZ(60mg/kg)を投与した.STZ
投与48時間および2週間後に血糖値を測定した.STZ
投与48時間後の随時血糖値が350mg/dL以 l二のラット
を糖尿病(DM)モデル動物として実験に用いた｡
4.群 分 け
表lに示すように,DMモデルラットをインスリン
の投与の有無および飼育期間によりⅠからⅢ群に分け
た.また,STZを溶解していないクエン酸緩衝液およ
び以降の検討で造影剤の代わりに生理食塩水を投与し
た正常腎機能を有するラットをcontrol群とした.Con-
trol群はⅠからⅢ群の飼育期間ごとに用意した(表1).
表2に示したように,ⅠからⅢ群のDMモデルラット
を,造影剤(オムニパークft)投与の有無,NAC投与の
有無およびNACの投与量によりAからDのサブグルー
プに分けた.サブグループAは,造影剤,NACともに
投与せず,サブグループBは造影剤のみ投与した.サブ
グループCとDは造影剤,NACともに投与し,NACの
投与量が倍量異なっている.
51薬剤の投与とサンプルの採取i7'
STZ静脈内投与 2日後からNAC投与までの期間に,
ⅡからⅢ群のラットには持効性インスリンアナログ注
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射液のレベ ミルlく(2units/everyotherday)を隔日皮
下投与した(表1).造影剤 を投与する24時間前から,
ⅠからⅢ群のサブグループCおよびDのラットに対し,
生理食塩水に溶解 したNACを12時間ごとに2回経口
投与 した(20mg/mL, 1回当たり20mg/kg:サブグ
ループC,40mg/mL, 1回当たり40mg/kg:サブグ
ループD上 比較対照として,control群およびⅠからⅢ
群のサブグループAおよびBに生理食塩水を同量経口
投与 した. 2回目のNAC経口投与匿後からラットを
代謝ケージにて飼育し,12時間蓄尿を行い尿サンプル
を採取した. 2回目のNAC投与の12時間後,ラットを
ジエチルエーテルで麻酔し,固定台に背位固定した.
ラットの右頚静脈を露出し,造影剤(オムニパークf')
(6mL/kg)を右致静脈内に投与した.造影剤静脈内投
与後,医療用針付縫合糸(17mm角1/2黒ナイロン5-
0,松田医科工業株式会社,東京)を用いて右頚静脈部
を縫合した.造影剤投与後12時間および24時間に上と
同様に,サブグループAおよびBに生理食塩水,サブグ
ループCおよびDにNACを同量投与した.造影剤投与
後24時間まで代謝ケージにてラットを飼育し,尿サン
プルの採取も12時間ごとに行った.造影剤投与24時間
後,ラットにソムノペンチル1{(40mg/kg)を腹腔内投
与し,麻酔した.血液サンプルを下大静脈より採取し,
リン酸緩衝生理食塩水(PBS)にて潅流後,両腎臓を摘
出 し,重量 を測定 した.血液お よび尿サ ンプルを
15,000rpm(17,860g)で5分間遠心分離し,血柴または
尿を0.6mL得た.
6.各種検査項目の測定
1)血渠および尿中クレアチニン濃度の測定
クレアチニンの測定にはラボアッセイTlIクレアチ
ニンを用い,マニュアルに従った.血祭および蒸留水
で10倍に希釈した尿を検体とした.これら血柴および
希釈尿検体,クレアチニン標準液および試薬盲検用蒸
留水の各0.25mLに,除タンパク試液(タングステン酸
ナ トリウムリン酸含有)1.5mLを撹拝しながら加えた.
遠心分離(3,000rpm,10分間)後,それぞれの上清1.0
mLを28℃の水槽で 5分間加温後,これらにピクリン
酸(22mmol/L)試液および0.75N水酸化ナ トリウム溶
液を加え,28℃の水槽中で20分間加温した.分光光度
計(UVmini-1240,島津製作所,京都)を用いて,波長
520nmで検体の吸光度を測定した.希釈したクレアチ
ニン標準液から得られた吸光度により検量線をひき,
血柴および尿中クレアチニン濃度を貸出した.なお,
対照として試験盲検用蒸留水を用いた.
2)尿中タンパク排雅量の測定
尿Fトタンバク排潤二量の測定にはマイクロTP-テス ト
ワコ-を用い,マニュアルに従って行った.尿を検体
とした.尿検体,タンパク標準液および試薬盲検用蒸
留水の各O.lmLに発色試液(0.1Mグリシン緩衝液
pH2.2,ピロガローススルホンフタレイン (ピロガロー
ルレッド)0.067mmol/L,モリブデン酸アンモニウム
0.024mmol/L)1.4mLを順次加え,室温で20分間イン
キュベ- トした.分光光度計を用いて,波長600nmで
検体およびタンパク標準液の吸光度を測定した.タン
パク標準液から得られた吸光度により検量線をひき,
検体の尿中タンパク排泄量を算T'L‖ノた.なお,尉照と
して試験盲検f掴覧留水を用いた.
3)尿中N-acety卜β-D-glucosaminidase(NAG)漏出量
の測定
尿中NAG漏出違を尿中NAG活性として測定した.
尿 中NAG活性の測定にはN AGテストシオノギを用い,
マニュアルに従って行った.未知検体用,基質ブラン
ク用およびNAG標準溶液jHの合成基質液(ソジオ-m一
クレゾールスルホンフクレイニルN-ア セチル-β1)-
グルコサ ミニ ド(MCP-NAG))を0.05mLずつ取 り,
37℃で 5分間加温した.未知検体,NAG標準溶液また
は基質ブランク用蒸留水を0.05mL正確に加え,撹拝
した.37℃で正確に15分間インキュベーション後,皮
応停止液(炭酸ナ トリウム含有)1.0iTILを加え,分光光
度計を用いて,波長580nmで未知検体およびNAG標
準溶液の吸光度を測定した.なお,対照として基質ブ
ランク用蒸留水を用い,未知検体のNAG活性を求めた.
71腎障害の評価方法
腎障害パラメーターとして,血柴クレアチニン濃度,
体重当たりの糸球体ろ過速度(GFR),尿中タンパク排
泄量,尿中NAG漏出量および腎肥大率 を用いた.
(1)式よりGFRを,(2)式より腎肥大率を算出した.
尿中タンパク排推量および尿中NAG漏出量は,尿量に
よって変動するため,得られた値を尿量で除した.
尿中クレアチニン値×尿量
GFR-
血柴クレアチニン値 ×体重
腎肥大率-
片腎重量
体重
×100 - (2)
8.統計解析
エ クセ ル統 計 StatMateⅢforWindowsソ フ ト
(v3.14)を用いて統計解析を行った.データを一元配置
分散分析法で解析 した後,各群間の差をTukey-Kra-
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Ⅰ Ⅱ Ⅲ
図1 造影剤投与後24時間の血祭クレアチニン値
meail±S.E.l-3-6.辛:p<0.05,**:p<0.01
Ⅰ Ⅱ Ⅲ
図2 造影剤投与後24時間のGFR
mean±S.已.n-3-6.
merの多重比較検定で解析 した.p<0.05を有意と判定
した.
果
1.血祭クレアチニン値
図1にⅠ群からⅢ群の造影剤投与後の血柴クレアチ
ニン値を示す.また,control群の血柴クレアチニン倍
はⅠからⅢ群のcontrol値である(表 1参照).Ⅰ群にお
いて,サブグループBの血柴クレアチニン値はサブグ
ループAと比較 して低下する傾向を示 した.また,サ
ブグループCはサブグループBと比較 して高い血葉ク
レアチニン値を示 した(サブグループC:p<0.05).一
方,ⅡおよびⅢ群において,サブグループBの血柴クレ
アチニン値はサブグループAと比較 して有意に高かっ
た(bothgroups:p<0.01).この両群において,サブ
グループCおよびDの血柴クレアチニ ン値はサブグ
ループBと比較 して低い値 を示 した(Ⅲ群 :サブグ
???
?
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?
?
? ? ?? ? ? ? ? ?? ??? ? ? ?? ????? ? ? ?
p<().05,**:p<0.01
ループCおよび D :p<0.01).これらの結果より,イ
ンスリン投与群において,造影剤の投与は血柴クレア
チニン値の有意な上昇を引き起こし,NAC投与により
用量依存的な予防効果が認められた｡
21GFR
図2に Ⅰ群からⅢ群の造影剤投与後の体重当たりの
GFRを示す.Ⅰ群において,サブグループBのGFRはサ
ブグループAと比較 して高 くなる傾向を示した.また,
サブグループCおよびDではサブグループAとほぼ等
ループBのGFRがサブグループAと比較 して有意に低
値を示 した(Ⅱ群 :p<0.01,Ⅲ群 :p<0.05). Ⅱ群の
サブグループCおよびDはサブグループAと比較 して
GFRは有意に低い倍を示し(サブグループC:p<0.01,
サブグループD:p<0.05),サブグループBとほぼ同じ
であった.しかし,Ⅲ群のサブグループDのGFRはサ
ブグループBと比較 して高い値を示 した(p<0.05上 こ
れらの結果より,インスリン投与群において,造影剤
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図3 造影剤投与前後の尿中タンパク排雅量
mean±S.E.n-3-6.*:p<0.05,**:p<0.01
mean±S.E.n-3-6. p<0.05,**:p<0.01
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の投与は有意なGFRの低下を起こし,また,より長期
間飼育したⅢ群ではそれに対するNACの用量依存的
な効果が認められた.
3∫尿中タンパク排雅量
図3にⅠ群からⅢ群の造影剤投与前後の各12時間ご
との尿中タンパク排推量を示す. Ⅰ群において,サブ
グループBの尿中タンパク排推量は造影剤投与後Oか
ら24時間まで大きな変化は認められなかった｡それに
対し,Ⅲ群において,サブグループBの造影剤投与後12
-24時間の尿中タンパク排推量はサブグループAと比
較して有意に増加した(p<0.01上 また,同群の造影剤
投与後0-12時間の尿中タンパク排推量はNACを投
tjA-したサブグループCおよびDでサブグループBより
も減少する傾向を示し,さらに,造影剤投与後12-24
時間では,NACの用量依存的な尿中 タンパク排推量の
抑制効果が認められた.
4.尿中NAG漏出量
[コ controJ
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ロ SubgroupD
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らⅢ群において,造影剤投与後12-24時間におけるサ
ブグループBの尿中NAG漏出量は,サブグループAと
比較して高い傾向を示した.また,造影剤投与後12-
24時間において,NACは用量依存的に造影剤投与一によ
る尿中NAG漏出量を抑制する傾向を示した.
5,腎肥大率
図5にⅠ群からⅢ群の造影剤投与後24時間の腎肥大
率を示す. ⅠからⅢ群の両腎臓におけるサブグループ
A,B,CおよびDの腎肥大率は,control群と比較して
有意に高かった.
本研究では,まず,造影剤腎症に対するNACの予防
効果を明確に評価するために,より臨床所見に近いモ
デルラットの作製を試みた.その結果, Ⅰ群のラット
では,造影剤投与による血柴クレアチニン値の上昇お
図4にI群からⅢ群の尿中NAG漏出量を示す.Ⅰか よびGFRの低一円ま惹起できなかった.この結果は, Ⅰ
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図5 造影剤投与後24時間における腎肥大
mean±S.E.n-3-6.=ト:p<0.05.**:p<0.01,I:p<0.01comparedwithcontrol
群のラットの糖尿病性腎症が腎不全にまで至らない比
較的軽度の器質的な障害であり,造影剤の高い浸透圧
によりhyperfiltrati()nが生じることでGFRの上昇とそ
れに伴うIftL柴クレアチニン値の低下が引き起こされた
と考えられた｡ Ⅰ群のラットにおいて,NACを投与し
たサブグループCおよびDではサブグループBよりも
GFRの低下および血柴クレアチニン倍の 上昇が認め
られた.この結果から,腎不全に至らない器質的な腎
障害を有する場合,NACは造影剤の高い浸透圧による
hyperfiltrationを抑制する効果があると考えられた.し
かし,造影剤腎症に対するNACの効果を評価するには
造影剤腎症の定義を満たさない不十分なモデルである
と考えられた. 一 一万で,より長期間飼育したⅢおよび
Ⅲ群 のラットの糖尿病性腎症(サブグループB)は腎不
全にまで至る障害であったために,Ⅰ群で認められた
造影剤投与後のhyperfiltrationは生じず,造影剤腎症の
所見である血楽クレアチニン値の上昇およびGFRの
低下を起こすことができたと考えられる.これらの結
果から,ⅡおよびⅢ群のラットはNACの予防効果を評
価するのに適したモデルと考えられた.
そこで次に,このモデルラットを用いて造影剤腎症
に対するNACの予防効果と,NACの投与量の影響に
ついて評価した｡その結果,STZ投与後,インスリン
投与により14週間飼育したラットにおいて,NACは造
影剤の投与によるtlL柴クレアチニン値の上昇を抑制し,
GFRの低下も抑制した(図1,2).また,NAC投与群
(サブグループCおよびD)ではサブグループBと比較
して尿中タンパク排推量および尿中NAG漏出巌に対
する用量依存的な抑制効果が認められた(図3,4上
すなわち,NACは造影剤の引き起こす糸球体障害およ
び尿細管傷害に対して,用量依存的な抑制効果を有す
ると考えられる.このNACの造影剤腎症に対する用量
依存的な予防効果は多数の文献で報告されており,本
研究での結果はそれらと- 一致したLO).
結論として,本研究で作製したSTZ投与後,インス
リン投与により長期間飼育したDMモデルラットは造
影剤腎症を発症させることのできる有用なモデルであ
ると考えられ,さらに,NACは造影剤による糸球体障
害および尿細管傷害に対して,用量依存的な予防効果
を有すると考えられた.しかし,本研究で作製したモ
デルラットは造影剤 腎症に対するNACの予防効果を
評価するまでに長期間 を要するので,今後,より簡便に
造影剤腎症を発症しやすい中等度の腎障害を有するモ
デルラットを作製することも必要になるかもしれない.
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PreventiveEHectofN-acelylcysteineonContrast-InducedNephropathy
in1T3'peDiabetesMelitusltlodelRats
MakiShibuya.YukaKohara.ToshihikoKojima.
MasakiUchida,KazuoOhtake.HiroyukiUchida,
JunKobayashi,ChizukoYokotaandHideshiNatsume*
*FacultyofPharmaceuticalSciences.JosaiUniversity
Objects:Drug11ducednephropathyiscausedbyiodinatedcontrastmedium.knownascon-
trast-inducednephropathy(CIN),whichhasbecomeaseriousmatterclinicaly.Recently,Several
clinicalstudieshavereportedthat八′Lacetylcysteine(NAC)ispromisingasapreventivemedicine
againstCIN.Onthecontrary.OtherstudieshavereportedthatNACisnotusefuHnprevention
againstit.Inthisstudy.inordertoclarifytheefect()iNAConCIN.weattemptedtoproduce
diabeticnephropathymodelratsandinvestigatedthepreventiveefectofNAConCIN.
Methods:Streptozotocin(60mg/kg.STZ)wasinjectedintotailveintoproducediabeticrats.
TheratswereseparatedintothreegroupsI,groupwithoutanytreatmentsfor6weeks(Ⅰ).groups
receivedinsulin(2units/everyotherday.S.C.)for10or14weeks(IlorIl)afteradministering
STZ.NAC(lowdose:20mg/kg/time.highdose:40mg/kg/time)wasgivenoralyevery12
hoursfrom24hoursbeforeto24hoursafteradministeringlohexol(6mL/kgi.V.).Theefectof
NACwasevaluatedbydeterminingplasmacreatinine(Cr上N-acetyl-βlj131ucosaminidase言Otal
proteinlevelsinurineandhypcrtrophyofkidney.
Results:IngroupI.decreasedCrandincreasedGFRwereobservedbyadministerilglohex｡1.
Ingroupsliand乱however,Crwasincreasedbyadministeringit.Furthemore.itwasfoundthat
NACpreveltedtheincreaseil一Crbyadministeringitdose-dependentlyinthesegroups.
Keywords:_/VI-aCetylcysteine,contrast｣nducednephropathy,diabetesmelitus
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